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(54) Minlaturisierter Russ-Thermocyder 

(57) Die Erfindung betritft einen mlniaturisierten 
Pu8'Therniocyder zur Durchfuhrung von thennsch 
kDntrolllGrten, bidchemischen b2w. molekularbiologi- 
schen Prozessen, insbesondere von Polymerase-Kel- 
ten-Reoktionen. Die Aufgabe der Erfmdung. eJnen 
minialurislGrteri Thermocyder anzugeben. der ins- 
besondere das Verfahren der Polyinerase-Ketten-Reak- 
tton effektiver durchfOhren laBt. der das Problem 
parasitarer Vk^rmekapazitaten umgeht und der sich 
kostengQnstig und serlenmaSig herstellen laGt, wird 
erfmdungsgemaB dadurch gelost daB bei einem FluB- 
Thermocyder. der einen Prdaenaufnahmebereich (1) 
zur Aufnahme und Durchleitung von flQSSigen Medien 
und wenlgetens je ebie Heizzone (2) und eine KDhlzone 
(3) beinhallet. die in thermischem KbntaW zum Proben- 
aufnahmebereich stehen, eine Abdeckung (9) vorgese- 
hen ist. dte einen mit maanderfdrmigen QrSlben (8) 
versehenen Probenaufnahmebereich (1) verechliett 
und jeweils vergleichbare Grabenabschnitte von von- 
einander beabstandet angeordneten Heizzonen (2) und 
KOhlzonen (3) ertaBt sind und der Abded<ung (9) pro- 
benflu9absetlig zwischen Heizzonen- und KQhlzonen- 
bereidien tvenigstens eine Ihermisch isolierende 
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Kehlung (1?) gegeben ist. die in Richtung der Qraben 
(8) einen membranarttgen AbschluS (13) biWet. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft einen mimaturisietten 
FluB-ThsrmocycIer, der bd thermisch zu kontrollieTen- 
den, biochemtschen bzw. molekuterbfoiogischen Pro- s 
zessen. jnsbesondere belm Verfahren der sogenannten 
Pdymerase-Kdtten-Reaktion, bei dem aus einem 
Gemisch von DNA-Sequenzen bestirrirnte Sequenzen 
vervielfachtwerden, Anwendung findet. 
[000^ Bei der Durchfuhrung von thermisch konlrol- io 
lierten. biochemischen bzw. molekularbiologischen Pro- 
zeesen sind hdufig ProzeBschritte mit unterschiedlicher 
Temperatufbeaufschlagung orforderlich. Von besonde- 
rer Bedeutung sind solche wechselnden Temperaturtoe- 
aufschtagungen bei der sogenannten Polymerase- is 
Ketten-Reaktion. 

Das Verfahren der Polymerase-Ketten-Reaktion ist in 
den letzten Jahren zur Verviei^chung bestmrrrter DNA- 
&equenzen entwickeH worden und in seinen Qrgnds&t- 
zen von Darnell, J.; Lodish, H.; Baltimore. D. in *Moleku- so 
lare Zdlblologie. Watter de Qruyter. Berlin-New York 
1994, S. 256/257^ ausgefOhft Unter anderem ist bei 
dlesem Verfahren wesentJich, daB Genische aue DNA- 
Sequanzen einer definierten Temperaturwechselbe- 
handlung unterworfen werden. Dazu finden stationed ss 
Probenbehandlungsapparaturen Venwendung, bei 
denen die entsprecherelen Proben in Probenkammern 
eingegeben und periodisch einem Warm-Kaft-Tempera- 
turzyWus unterworfen wereten, wobei sich je nach defi- 
niert vorgegebenen Primern die jeweils gewQnschten 30 
DNA-Sequenzen vervielfachea Die Effektivlt&t bislang 
bekannter Probenkammern wird dabei als riicht ausret- 
chend angasehen. Aus diesem Grund ist In jOngster 
Zeit ane mihiaturislerte Probenkammer vorgeschlagen 
worden (Northrup et al. DMA AnipBfication with Microfe- ss 
bricated reaction chamber, 7th Intemaifonal Confe- 
rence on Solid State Sensors and Actuators^ Proc. 
Transducers 1993, S. 924-26). die eine vierfech sctinei- 
lere Vervselfachung gewunechter DNA-Sequenzen 
gegenub^ bekannten Anordnungen ermoglicht. Diese 40 
biB zu 50 (J ProbenflOssigkeit aufnehmende Proben- 
kammer besteht aus einer strukturierten Siliziunzelle 
mit einer Ldngeausdehnung in der GrttGenordnung von 
10 mm, welche in einer Probenangrifferlclitung von 
^ner dC2nnen Membran abgeschlo&sen ist, Qber die die 4s 
enlsprechende Temperatufbeaufschlagung mittets 
miniaturisierter Heizelemente erfolgi Auch bei dieser 
Vorrichtung wlrd die zu ven/ielfachende DNA-Sequenz 
Qber Mikrokan^e in die Kammer eirtgebracht, efner 
Polymerase-Ketten-Reaktion untenworfen und anschlie- so 
Qend vyieder di^ezogen. Trotz der mit dieser Vorrtch- 
tung erziehen VorteBe haftet Ihr im wesentlichen der 
Nachteil an. da(^ auch cfiasa Probenkammer als Ganzes 
beheizt und gekOhll werden mufl. vwomit sich nur 
begrende Ternperatun/vechselraten en'eichen lassen. 55 
tnsbesonder© bei weiterer Reduzierung der Proben- 
gr6l3e f^llt dabei die paraslt^e Wdrmekapazit^t der 
Probenkammer und ggf . eines notwendigen Temperier- 
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blocks gegenOber der Rrobenflflssigkeit immer stSrker 
ins Gewicht, so daO die prinzipied bei kleinen FlOssig- 
keitsv/olumlna denkbaren hohen Terrperaturwechselra- 
ten nicbt erreicht v/enden konnen. wodurch die 
Effektivliat dee V^hrens relativ gering bleibt. DarOber 
hinaus ist zwecks En-efchung iewells konstanter Tempe- 
ratun-egimes fur die ProbenflOssigkett eon r^atJv auf- 
wendlger Steuer- und Regelaufwand ertbrderlich, wobei 
die eriarachte Heiz- bzw. KQhIletstung Im wesentlichen 
nicht in der ProbenflDssigkeit, sondern In den sie umge- 
benden Baugruppen verbraucht wird. 
DesweKeren ist aus US-PS 6,270,183 ern im DunjhfluB- 
prinz'p arbeitender Thermocyder bekannt geworden. 
bei dem die zu ampirizierende ProbenflOssigKelt durch 
dne RohrleHung geschickt wird. welche nacheinander 
um mehrere. auf unterschiedlichen Tempemturen 
gehaltene Zylrnder ein Oder mehr^h aufgewickelt ist. 
Grundsatzlich sind mrt einer solchen Ausbik&jng auch 
relatV Weine Probenmengen, bis herunter zu ca- 25 jJ, 
ampSfizierbar, Eine darartige Vorrichtung ist in ihrer 
Handhabung jedoch recht unpraklikabei und ertordert 
eine hohe Kunstfertigkeit vom Geratehersteiler. so dad 
sie fOr eine Serienferttgung gflnzlich ungeefgnet fst. 
[0003] Der Erfindung liegt did Aulgabe zugrunde, 
einen miniaturisierten Thermocyclar anzugeben. der 
thermisch kontrollierte. biochemische bzw. moJekular- 
btologische Prozesse. insbesondere das Verfahren der 
Polymerase-Ketten-Reaktlon. effektiver als nach dem 
Stand der Tedinik durchfOhren laGt, der das Problem 
parasitarer Wdrniekapazitaten umgeht und der elch 
kDStengOnstig h^tellen \Mt 

[0004] Erfndungsgenr&B wird die Aufgabe durch 
die Kennzeichender PatentanspaichdgelOst. Der Erfin- 
dung negt der Gedanke zugrunde. aus der sogenannten 
MIkrosystenntechnikbekannte Strukturierungsiechnolo- 
glen anzuwenden. um eine Probenaufuabmekammer 
zu schaffen, die eine dynamische Probenbehandlung 
auch sehr Wetner Mengen, z.T. sehr teurer. Matehalien, 
ermftglicht, 

Durch die erfindungsgemaBe Qestaltung des Proben- 
aufnahmebereiches 1st weitertiin gewdhrleistet, daB die 
In jeweils vorgesehenen Heiz* und Kdhizonen gerade 
einer Behandlung untenr/orfenen Probenteitvolumina 
einen homogenen Tennperaturdurchsatz erlahren. was 
ebenfalls efne Ausbeuteerhohung der zu anriplirizieren- 
den Substanz bewirkt. Weiterhin wird durch den anord- 
nungsbedingten Weglall von Heiz- und KQhIprozessen 
der Wandungsmateriafien und die drasti$che Minimle- 
rung parasitSrer Warmskapazitaten und Wfinneein- 
flussa nicht nur ein erhatslich geringerer Steuer- und 
Regelaufwand erfbrderlich, sondern der Gesamlpro' 
zel3durchlauf eriahrt auch eine wesentliche ZertverkQr- 
zung. Dabei braucht jeweils nur soviet Heiz- und 
Kiihlleistung ^ngespeist zu werden, wie im Probenflus- 
Bigkeilsstrom transportiert wird. Danjber hinaus ermoo- 
licht die erfindungsgemSBe Thermocyclerausbildung 
nicht nur eine kontinujerliche ProzeBfuhrung, sondern 
auch einen seriellen Betrieb, indem unterschiedliche 
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Substanzen nacheinander dem Thermocycler zufohr- 
bar sind. ohne daB es zu slorenden Vermischurtgen mit 
der noch In der Anordnung beJindlichen Probe kommen 
wflrde, was sich problemlos durch Einbiingung eines 
kleinen C^spuffervolumens bewerkst^lllgen Idfit. Alle 5 
genanrrten Vortale flewfthrleisten ^enso. daR cias Ver- 
fahren der Polymerase- Ketten-Reakllon automafeiert 
durchgefOhrt werden kann, Weitertiin ergibt stch sine 
leicrite Kbmblnlerbarkeit mit arrderen Verfahren, we 
2.B. der Mikro-Oel-Eleklrophorese, Mlkro-KapiHar- ic 
Chromatografie und anderen Miftfo-Trenn- und Charak- 
terisierungsverfahren. 

[OOOSl Zur naheren Illustration der Erf indung sollen 
nachfolgende AusfQhrungsbeispleledienen. Es zeiQen: 

IS 

Rg. 1 eine Draufsicht auf eine Probeukammer, t»ei 
der eln Probenflussigkeitsweg durch mikro- 
8lrukturiert9 FlufSwege gebildet idt und 

Fig. 2 einen seitHchen Schnrtt durch eine Proben- 

kammer gemaB Fig . 1 . ^ 

[0006] In Figur 1 1st eine Probdnkammeri bel der ein 
Probenf(05$igkditsweg durch mikrostrukturierte FIuB- 
wege gebKdet ist, schematisch dargastellL Figur 2 zeigt 
diese Ausbildung nicht rr^Bstablich im seitlichen 2$ 
Schnitt. Bel dieser AusfQhrungsform slnd in eine ca. 10 
• 15 mm groUe und 500 jim dicke Platte 10. aus Sil5- 
zium Oder Glas bestehend. Qraben 8, die im Beisplel 
parallel ausgefohrt sind, durch naBchemisches Alzen 
eingebracht. Ebenso kOnnen etatt genannter Qraben 8 so 
auch vdlstandige Durchbruche vorgesehen sein. wobei 
der verbleibende Rahmen dann einseitfg ganzflSchIg 
init etfier geacNossenen Platte zu verschlieBen ware. 
Die offen llegenden Qrabenbereiche werden im Belspiel 
tn\ weiteren von einer Abdeckung 9, die die Baugruppen 35 
oderhalb einer Achse X-X. wie in Rg. 2 dargestelll. 
umfaflt. vefBchloseen. Die Abdeckung 9 ist dabei in 
erlmdungsgemaBer Wdse aus einem Siliziunpiattchen 
Oder einem anderen Material guter Warmeleitfahigkelt 
gebildet in das im Beispiel zwei thermisch isoJierende 40 
Kehiungen 12 eingebrachr sind. Diese Kehlungen 12 
biiden an ihrer Basis elnen membranartigen Abschlud 
13. der die Grabenberei'che. die Cfie Vsn/veUzonen der 
ProbenflOssigkeit zwischen Heiz- und KQhizonen 
den. abdsckt und ca. 1 pm dick ist. In der Figur 2 ist der 4S 
minlere Siliziumsteg mit einem DQnnachichtheizele- 
merrt 15 versehOT, mittels dessen die Probenaufhei- 
zung an der gegenOberllegenden Stegbaeis realisiert 
wird- Ober die im Beispiei verbleibonden zwei aufJeren 
Siliziumstege wind jeweils eine thermostatisierte, nicht so 
naher dargestellte Ktihlung vorgenommen. Ein durch- 
gangiger ProbenfluB i5t im Beispiei durch in die Abdek- 
kung 9 einoefarachte UberbrOckungskartaie 11 
gewdhrleisiet die wechselseUig Einzelgrabenanf^ge 
mit den jeweil5 benachbarien Einselgrabenenden ver- ss 
binden. ErfordBriiche Zu- und Abiaufe sind entwederin 
der Platte 10 (wie in Figur 1 angedeutet) oder die 
Abdeckung 9 einbrfngfaar Die beschriebene Gesamt- 
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vorrfchtung Ist im Beispiei mit einem Trager 16 verse- 
hen, der aus einem Glas mit rtiedriger 
WSrmel6rtfahigke'rt geferti'gt ist Im Beispfel sind den 
Einzetgraben 8 Grabenbreiten von 600 urn und Graben- 
tflngen von etwas unter 100 mm bei Grabentiefen von 
400 jim-gegeben, wodurch sich Inclusive der Wege fur 
die Oberbruckungskanate eine Gesamtgrabenl^ge 
von 0,4 m ergibt. Dab« sind slnnvollenweise Probenvo- 
hjmlna von ca. 10 bis 200 m) fn den HuB-Thermocycler 
einbringbar, was blsher Qblichen Proberunengen ent- 
spricht- Da durch die angegebenen Grabendimensio- 
nierungen die Mogltehkeiten der Mikrolithografie bei 
vyeitem noch nicht ausgeschflpft sind, sind fQr 
gevtfQnschte Anwendungsf aWe auoh Dimensionierungen 
bereite heute herstelibar. die die Einbringung eines Pro- 
benvDiumens in der GrOBenordnung von 0,1 ^1 zulas- 
sen warden. 

Mft dem zu Figur 1 und 2 gehdrig^ AusfOhrungsbai- 
epiel sind bei moglichen Fiupraten von ca. 0,1 »iWs, bei 
Probenverweflz^en in den Heizzonenbereichen von 
ca. 20 sec. in d^ KOhizonenbereichen von 30 eec und 
In den dazwischenliegenden Zonen von 10 sec, bei 
^ner Einzelgrabenanzahl von 40. Gesamtdurchlaufzei- 
ten zur Amplifizlerung mit maximal moglicher Ausbeute 
von 40 min en'eichbar, was eine deutllche Reduzierung 
unter die bisher bekannt gewordenen geringsten Zeiten 
bei gleKhzeitig erhohter Ausbeute bedeutet 
In diesem Beispiel kann die Heizzone im Rahmen. der 
Erf indung so ausgebildet ser*. daB sle In zwei Teilberel- 
che derart aufgeteilt ist, daB in FluBrlchtung eine erste 
Heizzone von bspw. 4 mm Breile entsteht an die sich 
^ne nicht dargestellte thermische Isolatlonszone von 1 
mm und daran eine zwefte Heizzone mit 2 mm Aus- 
dehnurg anschlleBt Auf diese Weise Ist genannte erste 
Heizzone Ober Einstellung einer entsprechenden Herz- 
leistung mit einer Temperatur von 72^ und die zweHe 
Heizzone mit einer Temperatur von 92''C beaufschlag* 
bar. An genannte zwaite Heizzone kenrrte eine zwdte 
thermische Isolatlonszone von bspw. 1 mm Aus- 
dehnung folgen, an die sich eine KOhlzone von bspw. 3 
mm Ausdehnung anschlieBt die durch sekundare KOh- 
lung auf 55*C gehaHen wind Ein derart ausgebiideter 
miniaturislerter Thermocycler ist besonders zur Durch- 
fuhrung einer Polymerase-Ketten/eaktion geeignet. 
Dabei wird am Zulauf ein Gontisch aus Template, 
NuMeosidtriphoSphaten. Primem und taq-Polymerase 
in Pufferlosung applizlert. daren jeweilige Zusamnien- 
satzung analog zum bekannten Stand der TechniRfest- 
gelegt wird. Die FluBrate wild auf ca. 8 pUrvm 
etngestellt, so daB die Verweilzelt je Periode etwa 1 
Minute betragt Davon entfallen auf genannte erste 
Heizzone 20 sec, 10 sec auf die zweKe Heizzone, 15 
sec auf die Kdhlzone und jewells 5 sec auf die thermi' 
schen Isolationszanen. Zum Durc^lauf des gesamten 
miniaturi^srten Thermocyclers werden damit ca. 40 
Minuten benotigt. m dieser Zeit finden in einem Volu- 
menelement von 2 \i\ vierzig AmplifikaiionszyWen statt. 
Bei einer Veriangerung aU 44 Minuien (10% Zeitverl^- 



3 

PA<^Ml*i!CVD AT 4/28/2006 3:50j55 PM (Eastern Daylight rune) ' SVR:USPTO.EFXRF-2/20 ' DN1S:2738300 * CSID:*1 212 319 5101 ' DURATION |mii«s):51-22 



APR. 28. 2006 4:00PM +1-212-319-5101 customer 01933 



NO. 1956 P. 9 



EP 1022 059 A2 



gerimg) werden 34 ^ amphifiziert 
[0007] Die erfincfungsgemarse PrabenKammer taOt 
sicb problemlQ$ efner Serienfertfgung zufohren und ist 
kostengunstig, bei gletchzeitg grower VlefeJt unter- 
schiedHcher Probenkammergeometrien heretellbar. so 5 
da 3 etna Anpassung fQr variiarende AnwendungefSUIe 
keine waitaran Schwfarigkeiten mit sich bringt. 



edassen, 

4. MiniafuriBierter F!ul3-Tharmocyc!a- gemaS 
Anspruch 1 Oder 3« dadurch gekennzeichnet, daB 
zumjndest die Hdzone(n) (2) in voneinander beab- 
standete Bereiche auftaObar Ist (sind), die mit unter- 
schiedlichen Temperaturen beaufechlagbar elnd. 



BQZugszeichenliste 
[DOOB] 
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1 


- Probenaufnahmebdraich 




2 


' Heizzone 




3 


- KDhlzone 


15 


6 


- Zulauf 




7 


-Abtauf 




8 


- Graben 




9 


- AlDdeckung 




10 


- SiDziuiTi- Oder GJaspiattchen 


so 


11 


• ObarbfQckuigskandle 




12 


- iaolieranda Kehlung 




13 


- membranartigdr AbschluB 




14 


- Siliztumsteg 




15 


- Dunnschichtheizalement 


25 


16 


-Trager 




X-X 


-Achse 





PatamansprQoho 

1. Minlaturislerter FluB-Tharmocycler, einen Proben- 
aufhahmebereich (1) zur AuJhahme und Durchlei- 
tung von ffOssigon Median und wenigstens je aina 
Heizzone (2) und eina KDblzone (3) beinhaftend, 
cfie In thermischam Kbnfakt zum Probenaufnahme- 
beraich stelien, dadurch gekdfinzeichnet, da6 
aine Abdeckung (9) vorgesehen Ist. die einen mit 
maanderf^migen Graben (8) versehenen Proben- 
aufhahmebereich (1) verschlieSt und jeweils ver- 
gleichbare Qrabenabschnitte von voneinander 
beabstandet angaordnaten Heizzonen (2) und 
Kdhlzonen (p) artaGt slnd und der Abdeckung (9) 
prabentluOabselUg zwtschen Heizzonen- und KObl- 
zonenber^chen wenigstens eine themtisch iaofie- 
rende Kahlung (12} gegeben ist, die in Richtung der 
Graben (d) einen mennbranarfigen AbschtuO (13) 
bildet 



so 



$s 



40 



2. Miniaturisierlar FluB-Thermocyder gams 3 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da6 die so 
Abdeckung (9) au$ Bin&nn Sitiziumplattchen gefer- 
tigiisl 



Miniatufisierter FluB-Thermocycler gemaa 
Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daO 
genannte Heizzone(n) (2) oder KQhlzone(n) (3) in 
Prot)endurcWlur3richtung groBenordnungsmaBifl 
Jeweils gleich lange ProbendurchfiuBabschnitle 
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(54) Miniaturisierter Fluss-Thermocyder 

(57) DIa Erfindijng betrifft einen mlnlaturisierten 
Ruf3-Thefmt>cycler zur DurchfChrung von thermisch 
kontrolllerten, blochemischen b2W. molekularbiologl- 
schen Prozessen, insbesondere von Polymenase-Ket- 
ten-Reaktlonen. DI0 Aufgabe der Erflndung, eInen 
minlaturisierten Thiermocycler an^iigeben, der ins- 
besondere das Verfehran der Potymerase-Ketten-Reak- 
tlon effekdver duiihfuhreo laSt, der das Problem 
parasltSrer wamnejcapazitaben umgeht und der sich 
kostengOnstrg und -serienmaflig herstellen lalBt. wird 
erfindungsgemafB d&durch gel6st, da(3 bei emem RuB- 
Thermocyder, der Binen Probenaufnahmebereich (i) 
zur ALifnahme und burchleitung von ftOssigen Medien 
und v/enlgstens Je eine Meizzone (2) und ein© KOhlzone 
(3) beinhalc&t, die in'thermischem Kontakt zum Proben- 
aufnahmebereich s4hen, eine Abdeckung (9) vorgeee- 
hen )st, did einen jmlt m&anderformigen GrStben (3) 
versehenen Probe naufnahmeberelch (1) verschlieBt 
und Jewells verglei(?nbare Grabenabschnitte von von- 

elnanderbeabstanotet angeordneten Heizzonen (2) und 
KQhlzonen (3) erfaBt sind und der Abdeckung (9) pro- 
benfluQabssttig zwifechen Heizzonen- und KDhlzonen- 
bereichen wenlgstens ein© thermlsch Isoderende 
Kehlung (12) gegel^en 1st, die In Richtung der GrSben 



(8) einen membranartlgen AbschluB (13) bildet 




1 16 



Fig. 2 



Printed tr/ Xexat (Lftq 3uainB3sScr«ises 
2.16.7 (Hfl£V3.a 



PA(^11/ir RCVD AT 4i2M 3:50:55 PM [Eastern Daylight Time] ' SVR:USPTO{FXRF-2120 ' DN]S:2738300 ' CSiO:i1 212 319 5101 ' DURATION (min-ss}:51-22 



APR. 28. 2006 4:00PM 



+1-212-319-5101 customer 01933 



NO. 1956 P. 12 



EP1 022 0S9A3 



Patenianit 



EUROPAISCHER RECHERCHENBERICHT 



Nummar dar Ammfdung 

EP 00 10 aB92 



i EINSCHLAGIGE DOKUMENTE 



Kennzelcnnung das Oohumente mit Angabd. sotrml effordertich, 
der maegebltchen Teiie 



Betrifft 
AnsgfiiCh 



KLASSIFDCATION DEfl 



A,0 



WO n 16966 A (PHARMACIA BIOSENSOR) 
14, November 1991 (1991-11^14) 

* Seirte 12, Zeile 14 - Selte 13, Z&lle 2 * 

* Ssiite 10. Zelle 2B - Zelle 29; 
AbbUjdungen l,2»4-6 ^ 

* Selite 10, Zeile 4 - Zeile 8 

WO 9^' 13967 A (BEKMAN RESEARCH INSTITUTE) 
20. August 1992 (1992-08-20) 

* Selite 14, Zeile 1 - Zeile 11; Abblldung 
1 * 



B01L7/00 
C12Ql/6fl 
B01L3/00 



^50 657 A (LARZUL) 

1991 (1991-02-08) 
te 6, Zetle 5 - Zeile 30; Abblldungen 



FR 

8. Fejbruar 
* Sel 
lA-C 



WO 93| 22058 A (TRUSTEES OF THE UNlVETSlTY 

OF PENNSYLVANIA) 

11. i&vemfaer 1993 (1993-11-11) 

* Seme 17, Absatz 1 * 

♦ Selte 19, Absatz 2 * 

» Selte 22^ letzter Absatz - Seite 23, 
Absatz 1 * 



WO 94 
OF 

* Sei 

* Sel 
* 

Abbi 



Sen 



Dor vontogendfl 



1.2 



1,2 



^ChOEBIETE (lnl.CI.7) 



BOIL 



05414 A (REGENTS OF THE UNIVERSITY 
CALIFORNIA) 17. Marz 1994 (1994-03-17) 
te 3, Zeile 5 - Zeile 33 ♦ 
te 5, Zeile 19 - Zeile 30 * 
e 17, Zflile 3 - Zeile 27; 
ibungen l^Z * 



Reeh«rehonb«richt wunto KiriillO P^taAtanspruChe erdWIU 



DEN HV^G 



30. Oktober 2000 



Hocquet, A 



KA-TEQOFiE CCR GENANMTEN OOKUME.ofTE 



BedBUlung tn Ve.'tiindung nnM ainar 



Bnar 



X : von cmonOBn 

Y : vnn bssonderer 
A " 
P : ZwtochefkSlBratijr 



T : d»r Eifindund zu^rum^ i)^n£i» Ttiiorien od*r OnMsAzza 

0 : in dgr A/Yne!ching angaffihitee OoHument 
L : auo andoRin Grundon jingoCuhrtoo Ookiirtwt 



Oobjmam 



I 



PAGE m'RCVD AT 4/28/2006 3:50:55 PM (Eastern Daylight Time]' SVR:USPTO€FXRF-2/20' DN1S:2738300' CSiD:t1 212 319 5101 ' DURATION (nun-$s):51- 



APR. 28. 2006 4:01PM +1-212-319-5101 customer 01933 

! 

EP 1 022 059 A3 



ANHAI^Q ZUM EUROPAISCHEN RECHERCHENBERICKT 
UBER PEE EUROPAISCHE PATENTANMEtOUNG NR. 



NO. 1956 P. 13 



In d:ds«m Annang lihd dje Mitgfieder der Patentfamillen der trn o^eng^nni^n euroDai^chen RecheFeherd>ertcM angefuhrten 

Patentdokunienie i ngegeban. 

Oia Angaben Ober fle FamiiienmjtgHeder efttspr^chdn ddm siaiid M Dotei d85 EUfopaischen PaGemamis am 
01680 Angaben diepen nur zur Unsfrichtung und ertbtgan ohne Oawahr. 

30-10-2000 



im Recho 
angeWhftes 



Patantdokumfint 



WO 911S966 



WO 921i967 



EP 00 10 8592 



^St9led(8^) der 

pacdiWdmaia 



Datum dar 
Va/Offantochung 



14-11-1991 



SE 
AT 
DE 
DE 
EP 
JP 
SE 
US 



470347 B 



130528 
69114838 
69114836 
Q527905 
2983060 B 
9001699 A 
5376252 A 



T 
D 
T 
A 



20-08-1992 



US 
AU 
AU 



5270183 A 
660652 B 
1185092 A 



UO 932|0S8 



11-11-1993 



US 
US 
AT 
AT 
AT 
AT 



5304487 
5296375 
155711 
167816 
140025 
140880 



31-01- 
15-12- 

04- 01- 

05- 06- 
24-02- 
29-U- 
11-11- 
27-12- 



-1994 
-1995 
-1996 
-1996 
-1993 
-1999 
■1991 
■1994 



14-12-1993 

06- 07-1995 

07- 09-1992 



FR 265 


)657 


A 0a-'02-1991 


AT 


403165 


8 


25-11-1997 








AT 


163290 


A 


15-04-1997 








AU 


643225 


B 


11-11-1993 








Ali 


6014890 


A 


07-02-1991 








BE 


1004524 


A 


08-12-1992 








CA 


2022564 


A 


06-02^1991 








CH 


681431 


A 


31-03-1993 








DE 


4024714 


A 


07-02-1991 








DK 


185990 


A 


06-02-1991 








ES 


2027111 


A 


16-05-1992 








GB 


2238005 


A, a 


22-05-1991 








GR 


9Q100530 


A. 8 


30-12-1991 








HK 


33194 


A 


22-04-1994 








IE 


65524 


8 


01-11-1995 








IT 


1243976 


B 


28-06-1994 








OP 


3058661 


8 


04-07-2000 








JP 


3083572 


A 


09-04-1991 








LU 


87782 


A 


11-12-1990 








NL 


9001772 


A 


01-03-1991 








NO 


903423 


A 


06-02-1991 








NZ 


234736 


A 


23-12-1992 








PT 


94899 


A,B 


30-04-1992 








SE 


9002566 


A 


06-02-1991 








SG 


25494 


G 


10-06-1994 








US 


5176203 


A 


05-01-1993 








ZA 


9005935 


A 


29-05-1991 



19-04-1994 
22-03-1994 
15-08-1997 
15-07-1998 
15-07-1996 
15-08-1996 



Fur nihera EifuaJhf iten zu diesern Anhang : siaha Amtsbtas des EuropSischen Patentamts.Nr.l 2/82 



PAGE 13/190 * RCVD AT 4/28/2D06 3:50:55 PM [Eastern Daylight Time] * SVR:USPTO{FXRF-2f20 * ONIS:2738300 * CSID:+1 212 319 5101 ' DURATION (mtn-ss):51-22 



APR. 28. 2006 4:01PM +1-212-319-5101 customer 01933 

j 

EP 1 022 059 A3 



NO. 1956 P. 14 



ANHAiIjG ZUM EUROPAISCHEN RECHERCHENBERrCHT 
UBER blEEUROPAISCHE PATENTANMELDUNQ NR. 



EP 00 10 8592 



I 



In diesem Anhang pind die Mitgfiddtf ddr PAtantfamiltdn der nti obdngenannten eurapaifichdn Rechsrchdnbarichl angefuhrtvn 
PaientdcKumente juigegeben. 

Dia Angab«n Qbarjdla PamflienniltgllQdar ernsprachen dem Stand dar Oatei des europaiscnen PBtantamts am 
Oiese Angafaen di^ren rmr zur OinriMitung und erfblpen ohne QewCltir. 

30-10-2000 



Im Rec^ea'c1^enber^c^>t 
angefUhftes patentdokument 



Daiufn dsr 
Vardflantnchung 



Pateniramilis 



Oalum der 
VerCffentlichung 



MO d3220Sa 



WO 940$414 



17-03-1994 



AT 
AU 
AU 
AU 
AU 
AU 
AU 
AU 
AU 
AU 
CA 
CA 
CA 
CA 
CA 
DE 
DE 
DE 
DE 
DE 
DE 
DE 
DE 
DE 
DE 
£P 
EP 
EP 
EP 
EP 
ES 
ES 
GR 
GR 
HK 
OF 
JP 
JP 
JP 
JP 
WO 
WO 
WO 
WO 



US 



174813 T 
677780 B 
4222393 A 
680195 B 
4222593 
677781 
4222693 
4222793 

677197 B 
4223593 A 
2134474 
2134475 
2134476 
2134477 
2134478 
69303483 
69303433 
69303898 
69303898 
69312483 
69312483 
69319427 
69319427 
59322774 
69322774 
0637996 
0637997 
0639223 
0637998 
0637999 
2106341 
2127276 
3025037 
3029509 
16897 
7506430 
7506431 
7506256 
7506257 
7506258 
9322053 
9322054 
9322421 
9322055 



A 
B 
A 
A 



5639423 A 



15-01-1999 
08-05-1997 
29-11-1993 
24-07-1997 
29-11-1993 
08-05-1997 
29-11-1993 

29- 11-1993 
17-04-1997 
2C' 11-1993 
11-11-1993 
11-11-1993 
11-11-1993 
11-11-1993 

11- 11-1993 
08-08-1996 
06-02-1997 

05- 09-1996 
20-02-1997 
04-09-1997 

12- 02-1998 

06- 08-1998 

10- 12-1998 
04-02-1999 
17-06-1999 
15-02-1995 
15-02-1995 
22-02-1995 
15-02-1995 

15- 02-1995 
01-11-1997 

16- 04-1999 

30- 01-1998 
28-05-1999 

13- 02-1997 
13-07-1995 
13-07-199S 
13-07-1995 
13-07-1995 
13-07-1995 

11- 11-1993 
11-11-1993 
11-11-1993 
11-11-1993 



17-06-1997 



Puf nihere Ernzel^Cen 2u cSesem Anhang : stehe Amtsblatt dee EufiopSacitan F>atttntami3.NM2/62 



PAGE 14/190 » RCVDAT4/28I2006 3:50:55 PM (Eastern Daylight Timep SVR:USPTO-EFXRF-2/20 * DN1S:2738300 * CSID:+1 212 319 5101 ' DURATION (min-ss):51-22 



APR. 28. 2006 4:01PM +1-212-319-5101 customer 01933 

t - * 

EP 1 022 059 A3 



NO. 1956 P. 15 



ANHANjGZUM EUROPAISCHEN nECHERCHENBERICHT 
UBER QIE EUROPAiSCHE PATENTANMEUDUNG NR. 



patenWQkumerfle 
CM Artgilb^ ubar 
Diesa Angab«n dieiign 



dia Mitgliedar dar Palentfamilten dar im obongonannten europlUSChen 
ahgegebsn. 

^- Fajnifienrrolglieder entspre«*ien dem Stand ddt Daidi dfls Europaisdten Pateniamte 
nurzur Umarrichtung utd arfolgenohnaGftwlthr. 




cidi 



30-10-2000 



angefGhr^s P 


Bi«flu(okumont 


voronentitchung 


Mitglie<}(er) der 
PaiantfarpUiB 


VerOffsntlichMn^ 


UO 940j 


414 A 




AU 
EP 
OP 
OP 
US 
US 


5092193 A 
0711200 A 
3002541 B 
7508928 T 
5646039 A 
5674742 A 


29-03-1994 
15-05-1996 
24-01-2000 
05-10-1995 
08-07-1997 
07-10-1997 



I 

I 

I 



FGf nShao Elnzeinaitsn £u diasam Anhang : aa^d Amteblatt das Europaischen Pat9ntaiDtB. Nr.i2/a2 



5 



PA(S 15/1 90 * RCVD AT 4/28/2006 3:50:55 PM (Eastern Daylight T^^^^^ 



